Actividad enzimatica e isoenzimatica en la pared arterial
de pacientes con arteriosclerosis

V. Garcia Rdspide* - |. [iménez Alonso™* - L. Salmeron Febres* - R. Pefiafiel Marfil* - |. Gonzdlez Rios* - |. Garcia
Arcos* - R. Sanchez Navarro* - E. Ros Die*

Hospital Universitario.
Ciudad Sanitaria. Granada (Espana)

RESUMEN

Se estudia la actividad enzimdtica arterial y sérica de lac-
todeshidrogenasa (LDH, EC 1. 1. 1. 27.), creatin-kinasa
(CK, EC 2. 7. 3. 2), aspartato aminotransferasa (AST, EC
2. 6. 1. 1.), alanin aminotransferasa (ALT, EC 2.6.1. 2.),
gamma-glutamiltransferasa (G.G.T, EC 2. 3. 2. 2.) y fos-
fatasa alkalina (FA, EC 3. 1. 3. 1. ) asi comoe las isoenzi-
mas de LDH (LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4 y LDH-5)
y CK (CK-BB, CK-MB y CK-MM) en 51 pacientes con
arteriosclerosis y 50 sujetos sanos. La actividad arterial de
ALT, GGT y FA es muy baja (0-30 U/g de proteina) en
ambos grupos. La actividad de AST es de 200-300 U/g de
proteina, también en ambos grupos. Las enzimas muscula-
res (LDH y CK) se encuentran significativamente mis
elevadas (p <0.001) en arterias arteriosclerdticas respecto
de las sanas, pero su actividad desciende mucho mds de lo
normal en arterias calcificadas. En pacientes con arterios-
clerosis desciende la actividad arterial de LDH-3 (p
<0.001) y la LDH-5 aumenta (p <0.001). La actividad de
las isoenzimas CK-BB es del 99-100 % de la actividad CK
total, tanto en el grupo arteriosclerdtico como en el grupo
control. Estos hallazgos prodrian servir como marcadores
indirectos de la progresion de la arterisclerosis.
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SUMMARY

Arterial and serum activities of lactate dehydrogenase LDH,
EC1.1.1. 27) creatine kinase (CK, EC 2. 7. 3. 2.), aspartate
aminotansferase (AST, EC 2. 6. 1. 1.), alanine aminotrans-
ferase (ALT, EC 2. 6. 1. 2.), gamma-glutamyltransferase
(GGT, EC 2. 3. 2. 2.) and alkaline phosphatase (AP, EC 3.
1. 3.1.), LDH isoenzymes (LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-
4 and LDH-5) and CK isoenzymes (CK-BB, CK.MB and
CK.MM) were studied in 51 patients with and 50 patients
without atherosclerosis. Arterial ALT, GGT and AP activi-
ties were very low (0-30 U/g protein) in both atherosclerotic
and control groups. Arterial AST activity was 200-300 U/g
protein. Muscular enzymes (LDH and CK) were signifi-
cantly higher (p <0.001) in atherosclerotic than in control
arteries, but were lower in calcified atherosclerosis. In
patients with atherosclerosis, LDH-3 activity was decreased
(p <0.001) and LDH-5 activity was increased (p <0.001) in
the atherosclerotic wall. CK-BB isoenzyme activity was 99-
100 % of the total CK activity in all patients in both athe-
rosclerotic and control groups. These findings may be an
indirect marker of atherosclerotic progression.

Key words: Arterial wall, atherosclerosis, lactate dehydro-
genase, creatine kinase, aspartate aminotransferase, LDH
and CK isoenzymes.

Introduccion

Aunque la causa exacta de la arteriosclerosis no se
conoce todavia, las dltimas teorias senalan que son
los cambios morfolégicos y/o funcionales del endo-
telio vascular los primeros pasos en el desarrollo de
la enfermedad. Segtn esto una de las mds importan-
tes hipotesis del desarrollo de la arteriosclerosis pro-
pone que son varios estimulos los que pueden danar
las células endoteliales iniciandose asi el proceso
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arteriosclerético (1). La sintesis y liberacién de facto-
res de crecimiento desde las células endoteliales,
macroéfagos, células de musculo liso (eml) y plaque-
tas juegan un papel muy importante en el origen de
la arteriosclerosis.

El hecho de que la proliferacion de musculo liso
también tiene lugar en lugares donde la capa endote-
lial permanece intacta indica que otras células impli-
cadas en la formacién de la placa arteriosclerética
(monocitos, macrofagos, células endoteliales y cml)
pueden ser responsables de la produccién y migra-
cién de los factores de crecimiento. Las plaquetas
pueden llegar a ser preactivadas y liberar parte de su
contenido en zonas del endotelio morfolégicamente
intactas pero con su funcién alterada.

Debido a que la hipertrofia de las cml es uno de
los factores mas importantes en la patogénesis de la
arteriosclerosis, nuestro grupo ha medido las activi-
dades de varias enzimas e isoenzimas de la pared
arterial de sujetos sanos y las ha comparado con las
de los pacientes con arteriosclerosis, observando que
la variacion mas importante se producia en las enzi-
mas musculares.

Material y métodos

Estudiamos las actividades de las enzimas lacto-
deshidrogenasa (LDH, EC 1. 1. 1. 27.), creatin-kinasa
(CK, EC 2.7. 3. 2), aspartato aminotransferasa (AST,
EC 2. 6. 1. 1.), alanin aminotransferasa (ALT, EC 2. 6.
1. 2.), gamma-glutamiltransferasa (GGT, EC 2. 3. 2. 2.)
y fosfatasa alcalina (AP, EC 3. 1. 3. 1.), asi como las
isoenzimas de LDH (LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4 y
LDH-5) y las de CK (CK-BB, CK-MB y CK-MM) en el
suero y pared arterial (arteria pudenda externa) de 51
pacientes con arteriosclerosis (37 hombres, x + SD 66.9
+ 13.4 afios y 14 mujeres, 63.2 + 12.8 anos) y 50 pacien-
tes con arterias sanas extraidas de pacientes varicosos
(19 hombres de 44.1 + 14.7 afios y 31 mujeres de 44.7 +
13.9 afios) que sirvieron como grupo control.

Este estudio fue aprobado por el Comité ético de
nuestro Hospital.

Muestra arterial

De cada paciente se extraia un segmento arterial

de 3-4 cm de longitud y se dividia en dos partes que
se colocaban separadamente en 50 mM de solucion
de Pipes (fijador y bufer) a pH 7 (piperacin-N, N’-bis
2-acido etanosulfurico, Sigma, ref. p-6757). El pKa es
de 6.8a25°C.

Uno de los segmentos se estudi6 en el Laboratorio
de Anatomia Patolégica y clasificado como normal o
patolégico segun las pruebas de hematoxilina-eosi-
na, tricrémico de Masson y orceina de Unna.

El segundo segmento se usaba para el estudio de
la actividad enzimatica en el laboratorio de
Bioquimica. Las muestras se maceraban y se centri-
fugaban a 4.000 r.p.m. durante 10 min., determindn-
dose inmediatamente después las actividades enzi-
maticas del homogenado y suero, siguiendo los
métodos siguientes:

1. Método de Bergmeyer para la determinacién de
LDH, AST y ALT (2-4).

2. Método de Szasz para la determinacion de CK y
GGT (5, 6).

3. Método de Bessey, Lowry y Brock para la determi-
nacién de AP (7).

El método Bradford (8) se us6 para la determina-
cién de proteinas.

La determinacion de las isoenzimas de LDH y CK
se realiz6 con el método Paragon de los Laboratorios
Beckman (9-11), basado en la diferente motilidad
electroforética de las isoenzimas.

Se emple6 el método de la t de Student para la
comparacion de medias de muestras independientes.
También se emplearon los coeficientes de correlacién
para la comparacion de las actividades enzimaticas
séricas y arteriales.

Las actividades de las muestras arteriales se
expresan en U/g de proteina y las del suero en U/L.
Se consider6 una diferencia significativa una p <0.05.

Resultados
Actividades enzimaticas en la pared arterial

Las actividades de ALT, GGT y AP fueron muy
bajas en la pared arterial (0-30 U/g de proteina) tan-

to en el grupo arteriosclerético como en el control.
Ademds, no se encontraron diferencias significativas
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entre ambos grupos en ninguna de estas enzimas. La
actividad arterial de AST fue de 200-300 U/g de pro-
teina en todos los casos, aunque tampoco se encon-
traron diferencias significativas. En cambio, si se
encontro una diferencia significativa en la actividad
arterial de la LDH y CK.

Tanto en los hombres como en las mujeres la ac-
tividad de las enzimas musculares (LDH y CK)
fue significativamente mas elevada (p < 0.001) en
las arterias arterioscleréticas respecto de las sanas
(Figs. 1y 2).
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La actividad enzimdtica de LDH y CK arterial se
incrementa con la edad, aunque estos cambios no
son estadisticamente significativos. Sin embargo, en
pacientes con una edad superior a 80 anos se encon-
tré un descenso significativo de la LDH y CK en
pared arterial (p <0.001) (Fig. 3).
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Fig. 1. Actividad enzimdtica arterial en pacientes arteriosclerd-
ticos y controles sanos de edad similar.

Fig. 3. Actividad enzimdtica arterial del grupo arteriosclerdtico
en diferentes edades.

También comparamos la actividad de LDH y CK
en arterias arterioscleréticas con y sin calcificacion.
El primer grupo mostré un descenso significativo de
la LDH (p <0.01) y CK (p <0,001) (Fig. 4).
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Fig. 2. Actividad enzimidtica arterial en hombres y mujeres,
arteriosclerdticos y controles, de edad similar.

Fig. 4. Actividad enzimitica en arterias con y sin calcificacion.
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La actividad de la LDH y CK se incrementa con la
edad, debido posiblemente a un incremento de las
cml, pero s6lo lo hace hasta que aparecen calcificacio-
nes arteriales, normalmente en pacientes con edades
muy avanzadas.

No se encontr6é ninguna correlacion significativa
entre la actividad enzimatica sérica y arterial de
LDH, CK, AST, ALT, GGT y AP, tanto en el grupo
arteriosclerético como en el control.

Actividades de las isoenzimas LDH

Las actividades de las isoenzimas de LDH se
expresa en % del total de LDH. En pacientes con
arteriosclerosis se encontré un descenso significativo
(p <0.001) de la actividad de LDH-3 y un incremento
significativo de LDH-5 (p <0.001) en la pared arterial
en comparacién con la actividad de la pared sana
(Fig. 5). Estos resultados podrian reflejar cambios
metabdlicos debidos a la hipertrofia de las eml en la
pared arterial arterioscler6tica.
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Fig. 5. Actividad isoenzimdtica arterial en pacientes arterioscle-
rdticos y controles sanos de edad similar.

Actividad de las isoenzimas CK

La actividad arterial de la isoenzima CK-BB fue de
99-100 % de la actividad total de CK en todos los
casos (grupo arteriosclerdtico y control). Las isoenzi-
mas CK-MB y CK-MM presentaron una actividad de
0-1 %.

Discusion

En 1986 (1) se publicé un estudio sobre los dltimos
avances de la patogenia de la arteriosclerosis, pero
apenas existen trabajos sobre la actividad enzimatica
en la pared arterial y todavia menos en pacientes
vivos. Nuestros hallazgos sobre el incremento de la
LDH y CK totales en la pared arterial de los pacien-
tes con arteriosclerosis sugieren que estos cambios
pueden estar relacionados con la proliferacion de las
cml. Esta proliferacién ocurre probablemente duran-
te el proceso aterosclerético, por lo que es de esperar
que la actividad enzimatica de la LDH y CK arterial
vaya incrementandose con la edad. Se ha visto que
después de los trasplantes arteriales carotideos se
encuentra una actividad elevada de LDH en el tejido
trasplantado, asi como en la carétida adyacente (12).
La actividad permanece constante durante el segui-
miento, probablemente porque la arteriosclerosis no
avanzo durante este periodo.

Cuando este proceso conduce a la calcificacion de
la pared arterial se observa en nuestros estudios un
descenso significativo de LDH y CK debido a la sus-
titucion de las células de musculo liso por calcio, 0 a
la calcificacion de estas células que quedarian inacti-
vas. Remes V. A. y col. (13) encontraron que la LDH
arterial también disminuia en dreas que sufrian un
trauma quirtgico, por ejemplo en las zonas de clam-
paje.

Gown y Benditt (14) estudiaron las isoenzimas de
LDH en las placas ateroscleréticas humanas. De
acuerdo con estos autores, las placas fibrosas ateros-
cleréticas presentan, en muchos casos, un caracter
monoclonal y constituye una base razonable para
una hipétesis similar entre estas lesiones y las neo-
plasias. Estos mimos autores también estudiaron la
relacion isoenzimatica LDH-5/LDH-3 encontrando,
como nosotros, en las placas ateroscleréticas un mar-
cado incremento de esta relacion, es decir un aumen-
to significativo de la LDH-5 con respecto a la LDH-3.
Estos autores no encontraron diferencias significati-
vas en esta relacién cuando se trataba de placas de
diferentes tamanos, por lo que dedujeron que los
cambios de la LDH reflejaban una modificaciéon
fenotipica en las células de musculo liso, rechazando
la teoria de que estos cambios podrian deberse al
descenso de la presién de O, en la capa muscular de
la pared arterial (15). Los niveles isoenzimaticos de
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LDH en las placas ateroscleréticas podrian servir,
por lo tanto, como marcador que permitiria distin-
guir las cml de la placa de ateroma de las de la media
o las de la intima engrosada, aunque los cambios no
sean tan severos como para considerar que se ha
producido una aterosclerosis.

Marcadores similares que incluyen posiblemente
los empleados en los estudios sobre el desarrollo de
las neoplasias de higado de ratas (16) pueden dar
informacién 1til. Por ejemplo, en la rata las lesiones
iniciales se identifican s6lo por alteraciones enzimati-
cas de la glucosa-6-fosfatasa o adenosin-trifosfatasa
(17).

Wilhelm y colaboradores (18) demostraron que la
fraccion LDH-3 es la que presenta una mayor activi-
dad en la aorta humana normal, pero que si la arte-
ria sufre cambios arterioscleréticos la maxima activi-
dad de LDH corresponde a la fraccion LDH-5.
Nuestros resultados estan en la misma linea, ya que
encontramos una actividad maxima de LDH-3 en las
arterias normales del grupo control y un maximo de
actividad de LDH-4 y LDH-5 en arterias arterioscle-
réticas. Mds atin, observamos un incremento signifi-
cativo de LDH-5 arterial en los pacientes arterioscle-
roticos respecto de los sujetos sanos y un descenso
significativo de la LDH-3 en la pared arterial arte-
riosclerética comparada con las arterias sanas. Estos
resultados pueden reflejar un metabolismo muy
alterado en las arterias con arteriosclerosis ya que la
LDH-5 es la isoenzima mas resistente a los cambios
metabolicos.

En este estudio también se observo que la activi-
dad isoenzimitica de CK-BB en la pared arterial era
del 99-100 % de la actividad CK total, sin que hubie-
ra variaciones por la presencia o ausencia de arte-
riosclerosis o calcificaciones, por tratarse de hombres

-0 mujeres, o por diferencias de edad. Este valor es
mucho mayor que el obtenido por Wilheim (18) en un
estudio de la actividad isoenzimatica CK en las aor-
tas de caddver humano y de rata.

La fosfatasa alcalina (AP), una enzima localizada
en las superficies absortivas, se relaciona con el
transporte de sustancias a través de la pared celular,
aunque no se ha demostrado que tome parte en la
«absorcion» de lipidos en la pared arterial durante el
proceso arteriosclerético.

Las cml pueden emigrar desde la media a la inti-
ma y acumular alli grasas. Por esta razén y por la

localizacion de la fosfatasa alcalina en la membrana
celular de las células de musculo liso (19), esta enzi-
ma puede ser responsable en parte de la «absorcion
lipidica» en la pared vascular.

La baja actividad de AP en la pared arterial en
nuestro estudio (0-40 U/g de proteina), junto con el
nulo incremento de actividad durante el desarrollo
de la arteriosclerosis, puede reflejar la lentitud en el
proceso de acumulacioén lipidica en las cml a diferen-
cia de lo que sucede en los animales de experimenta-
cién, donde los incrementos de actividad AP en la
pared arterial pueden ser detectados en 6 meses (20).
Remes V. A. y cols. (12) observaron que la actividad
AP era mas alta en la parte interna de la adventicia.
Otro estudio (21) demostré que la actividad arterial
de AP variaba dependiendo del calibre y espesor de
la arteria. Sin embargo, otros autores encuentran que
la actividad era mas elevada en las arterias finas y
pequenas (22). Nuestros resultados estan de acuerdo
con los de Strobl-Jagér y cols. (21), ya que encontra-
mos una actividad enzimatica muy dismunuida en
arterias pequefas (arteria pudenda externa). En las
grandes arterias con signos de arteriosclerosis este
autor observo un incremento de la actividad AP en
la adventicia. Sin embargo, como estos resultados
fueron obtenidos de cadaveres, es decir de arterias
que han sufrido alteraciones metabdlicas severas, se
contradicen con los resultados de Seifert (23), ya que
este autor observé que los vasos con importantes
cambios metabdlicos mostraban un descenso signifi-
cativo de la actividad AP. Esto llevo a sugerir a
Seifert que la actividad AP estd relacionada con el
metabolismo celular méas que con fenémenos de
absorcién. El metabolismo de las arterias estudiadas
por nosotros estaba probablemente alterado por el
proceso arteriosclerético, y esto puede explicar la
baja actividad AP del presente estudio.

En conclusién, encontramos un incremento de la
actividad total de LDH y CK en la pared arterial
arteriosclerética, comparado con el grupo de arterias
sanas. Este incremento puede estar relacionado con
la hipertrofia de las cml. La actividad de LDH y CK
desciende en la pared arteriosclerética calcificada
debido, posiblemente, a la sustitucion de las cm! por
calcio.

Cuando progresa la enfermedad arteriosclerotica
se incrementa la actividad de la isoenzima LDH-5 a
expensas de la LDH-3, posiblemente porque la pri-

Angiologia - 2/95 1105



V. Garcia Rospide - J. Jiménez Alonso - L. Salmerén Febres, et al.

mera es mas resistente a las condiciones metabdlicas
extremas. Este resultado puede ser un marcador
indirecto de la progresion de la arteriosclerosis.
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